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RESUMO

Anacardium occidentale L., conhecida popularmente como caju, € uma espécie cultivada e
naturalizada, amplamente distribuida na zona tropical, tendo o nordeste brasileiro e 0 dominio
do cerrado como centros de diversidade. Anacardium microcarpum Ducke, conhecida como
cajui, € caracteristica da vegetacdo litordnea piauiense e de grande importancia
socioecondémica e ambiental para populacdo local, diferenciando-se do caju por apresentar
hipocarpo e drupa de tamanhos pequenos. Para alguns autores, A. microcarpum é sinénimo de
A. occidentale. Devido a grande amplitude de variagdo morfoldgica e estudos de variagdo
genética com amostras de populacfes naturais destes taxons ainda serem escassos, objetivou-
se com 0 presente estudo caracterizar e comparar a diversidade, estrutura e diferenciacéo
genética das populaces naturais de A. microcarpum (cajui) e de associa¢fes cultivadas ou
naturalizadas de A. occidentale (caju) encontradas no norte do Piaui, utilizando marcadores
moleculares Inter Simple Sequence Repeat (ISSR), além de contribuir ao entendimento
taxonbmico destes dois taxons. Foram analisadas amostras de oito populagdes
de A. occidentale e A. microcarpum, com 30 individuos cada, dos seguintes locais: Parnaiba
(Labino, Pedra do Sal e Rosépolis), llha Grande (Cal e Tatus), Cajueiro da Praia, Cocal e
Luzilandia. Os cinco primers ISSR (UBC 813, UBC 825, UBC 847, UBC 860 e Many)
utilizados geraram 94 locos, dos quais todos foram polimoérficos, com as porcentagens de
polimorfismos variando de 40,43% a 67,02% entre as populacdes. A variacdo genética das
amostras diferiu tanto dentro como entre as populacfes de caju e cajui. Valores médios do
indice de Diversidade de Shannon (l), Heterozigosidade Esperada (He) e de Taxa de
Polimorfismo (%P) foram maiores nas populacdes de cajui 0.24; 0.15; e 57.18% que nas
populacdes de caju 0.19; 0.12; 49.49%. As populacbes de Pedra do Sal e Tatus (ambas cajui)
foram as mais variaveis nos trés indices, enquanto as de Luzilandia e Cajueiro da Praia
(ambas caju) foram as menos variaveis. A populacdo de Labino (cajui) foi a menos variavel
das quatro populagdes de cajui. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) evidenciou que
78% da variabilidade genética encontra-se dentro das popula¢fes, com 22% de variéncia
explanada pelas diferencas entre as mesmas. Este nivel de diferenciacéo foi significativo no
nivel P > 0.001, como estimado pelo pardmetro PhiPT (PhiPT = 0,217) em teste de
permutacdo com 999 replicagdes. Os valores de PhiPT para os pares de populagdes foram
testados de forma semelhante com 999 repeticbes com resultados significativamente
diferentes ao nivel de P > 0,001 para todos os pares de populagdes. O valor de Gst 0,149 e 0
valor de Nm 2,85 indicaram moderada diferenciacdo genética entre as populagdes,



confirmando os resultado obtidos na AMOVA, 0 que sugere existéncia de cruzamentos entre
as populac@es, corroborado pelo valor de fluxo génico. O teste Mantel mostrou que ndo ha
correlacdo entre distancia geografica e distancia genética (Nei) entre os pares de populacdes.
Analise de Coordenadas Principais (PCoA) usando a matriz de distancia Nei mostrou que as
populacbes de Cocal (caju), Cal (cajui) e Pedra do Sal (cajui) foram cada, muito distinta das
demais, enquanto as cinco outras populagdes foram geneticamente mais similares. A analise
Bayesiana de estrutura genética mostrou melhor resultado para 0 modelo de quatro grupos em
que as populacdes de Rosapolis e Pedra do Sal compartilharam 0 mesmo padrdo genético;
Cocal teve padrdo Unico; Luzilandia (caju), Cajueiro da Praia (caju) e Labino (cajui) e parte
da populacéo de Rosépolis compartilharam o terceiro padréo; e Tatus (cajui) e Cal (cajui) o
qguarto padrdo. Rosapolis se destacou pela estrutura genéetica bimodal. Os resultados
mostraram que as populacfes naturais de A. microcarpum tem maior diversidade genética
dentro das populagdes que as de A. occidentale amostradas, embora mostrem forte distingéo
genética (ex. Cal), ndo formam uma unidade genética coerente em oposicao as populacGes de
caju. Os resultados destacaram a importancia das populacGes naturais de A. microcarpum
(cajui) como reservatorios da variabilidade genética do A. occidentale (caju, uma arvore
fruticola cultivada de importancia econémica global) e, portanto, a necessidade urgente de

assegurar sua conservacao efetiva.

Palavras-chave: Caju. Cajui. ISSR. Marcadores Moleculares. Populac¢des nativas.



ABSTRACT

Anacardium occidentale L., popularly known as caju, is a cultivated and naturalized species
that is widely distributed in the tropical zone, having northeast Brazil and Cerrado biome as
its main regions of diversity. Anacardium microcarpum Ducke, known as cajui, is a typical
species from coastal vegetation of Piaui State and it is economically and environmentally very
important for the local population, differentiating itself from caju by presenting small-sized
drupe and hipocarp. For some authors, A. microcarpum is synonymous of A. occidentale.
Considering a wide range of their morphological variation and the fact that few studies of the
genetic variation based on samples from natural populations have been made, the objective of
this study was to characterize and to compare the genetic diversity, structure and
differentiation of natural populations of cajui and cultivated and naturalized populations of A.
occidentale (caju) occurring in northern Piaui by using Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)
molecular markers, as well as, to contribute to the taxonomic understanding of these two taxa.
Eight populations were studied, each with samples of 30 individuals, from the following
localities in the Microrregido do Litoral Piauiense: Parnaiba (Labino, Pedra do Sal
and Rosapolis), llha Grande (Cal and Tatus), Cajueiro da Praia and Cocal, and one locality in
the Microrregido do Baixo Parnaiba Piauiense (Luzilandia). Five ISSR primers (UBC 813,
UBC 825, UBC 847, UBC 860 and Many) generated 94 loci, which all of them were
polymorphic. The polymorphism percentage values ranged from 40,43% to 67,02% between
the populations. There was genetic variation of samples between and within populations of
caju and cajui. Mean values of Shannon’s Diversity Rate (I), Expected Heterozygosity (He)
and polymorphism rate (%P) were higher in the cajui populations 0.24; 0.15; 57.18% than in
the caju populations 0.19; 0.12; 49.49%. Pedra do Sal and Tatus populations (both cajui) were
the most variable populations on all three indices, while Luzilandia and Cajueiro da Praia
populations (both caju) were the least variable. Labino population (cajui) was distinctly less
variable than the other three cajui populations. Analysis of Molecular Variance (AMOVA)
showed that 78% of genetic variance occurred within populations, and 22% of it was
expressed between them. This level of differentiation was significant at the P > 0.001 level, as
estimated by the parameter PhiPT (PhiPT = 0.217) and a permutation test of 999 replications.
Pairwise population PhiPT values were similarly tested with 999 replications with the result
that all population pairs were found to be significantly different at the P > 0.001 level. The

Gst value 0.149 and the Nm value 2.85 indicated a moderate genetic differentiation among the



populations confirming the results obtained in the AMOVA, which suggests these populations
have been crossing as supported by the generic flow value. Mantel test showed that there was
no correlation in geographic and genetic (Nei) distance between population pairs. Principal
Coordinate Analysis (PCoA) using a Nei distance matrix showed that populations from Cocal
(caju), Cal (cajui) and Pedra do Sal (cajui) were very distinct from the rest, while the five
other populations were genetically more similar. Bayesian genetic structure analysis gave an
optimal result for a four-group model in which the most members of Rosapolis (caju) and
Pedra do Sal (cajui) populations shared one genetic pattern, Cocal (caju) had a unique pattern,
Luzilandia (caju), Cajueiro (caju), Labino (cajui) and part of Rosépolis shared the third
pattern and Tatus and Cal shared the fourth one. Rosépolis was notable for its bimodal genetic
structure. The results showed natural cajui populations (A. microcarpum) have greater genetic
diversity within populations than A. occidentale populations, although both populations
showed a strong genetic distinction between them, a coherent genetic unit was not formed in
opposition to the caju populations. The results highlight the importance of cajui natural
populations as reservoirs of caju genetic variability (a cultivated fruit tree of global economic

importance) and the urgent need to ensure their effective conservation.

Keywords: Caju. Cajui. ISSR. Molecular markers. Natural populations.
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1 APRESENTACAO

A familia Anacardiaceae estd representada por aproximadamente 82 géneros e 800
espéecies com ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, podendo também ser
encontrada em regides temperadas (PELL, 2009a). Anacardium L. tem destaque entre os
demais géneros devido a sua importancia econdmica, pois todas suas espécies podem ser
utilizadas de diversas formas como fonte de alimento, além de estudos sobre a composi¢do
quimica e atividade biologica de seus extratos e metabdlitos terem resultados promissores
(GARCIA, 2009).

Anacardium L. é formado por cerca de 10 espécies e dentre elas, Anacardium
occidentale L., conhecida popularmente como caju, € a espécie mais cultivada e amplamente
distribuida, tendo o nordeste brasileiro como o centro de diversidade. Devido a sua
variabilidade morfoldgica, dois ecotipos sdo reconhecidos: um tipico de zonas de restinga, do
qual originaram as formas cultivadas, e um tipico dos cerrados do Brasil Central, ndo
cultivado e associado a vegetacao aberta de fisionomia savanoide desta regidao (MITCHELL,;
MORI, 1987).

Anacardium occidentale é encontrada na regido tropical, principalmente nas zonas
costeiras. E uma arvore nativa do Nordeste do Brasil, a mais dispersa do género e a Unica
cultivada (JOHNSON, 1973; MITCHELL; MORI, 1987). Sua distribui¢do natural ndo é bem
definida devido a dispersao por cultivo, considerando que o principal centro de diversidade do
género € a regido amazonica e o centro secundario os cerrados. Pode ser encontrada em
diversos ecossistemas do Norte e Nordeste do Brasil, concentrando-se principalmente nas
zonas costeiras do Nordeste, como parte da vegetacdo de praias e dunas e nas formacGes de
restinga (LIMA, 1986; MITCHELL; MORI, 1987; BARROS, 1991).

Além do caju, tem também sido designado para A. occidentale plantas conhecidas
popularmente como cajui, termo usado para descrever as espécies que apresentam castanhas e
pedunculo pequenos, tais como: Anacardium amilcarianum Machado. Anacardium giganteum
W. Hancock ex Engl, Anacardium humile A. St- Hil.; Anacardium microcarpum Ducke,
Anacardium nanum A. St-Hil e Anacardium pumilum A. St-Hil. Ex Engl. (LIMA, 1988).

O cajui ocorrente no Piaui tem sido designado por alguns autores como Anacardium
microcarpum, uma planta da Amazoénia Oriental descrita por Ducke (1922). Trata-se de um
grupo distinto de A. occidentale, diferindo pela textura mais coriacea de suas folhas, peciolo

mais achatado, nervura central fortemente proeminente, inflorescéncia menos densa, fruto
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pequeno e hipocarpo mais &cido. No trabalho de Mitchell e Mori (1987) A. microcarpum foi
tratado como sindnimo de A. occidentale. Porém, estes autores ndo realizaram estudo sobre a
classificacdo infraespecifica da espécie. Silva-Luz e Pirani (2017) em lista de espécies da
flora do Brasil, também classificaram A. microcarpum como heterétipo de A. occidentale.
Portanto, até o presente, ndo ha consenso sobre a classificacdo taxondémica e a distin¢do entre
estas duas espécies. A. occidentale tem grande amplitude de variagdo morfoldgica
principalmente na cor, forma, tamanho e consisténcia do pedunculo. Estudos sobre a variacao
genética baseados em amostras de populacdes de campo ainda sdo escassos. Diante deste
pressuposto, estudos de caracterizagdo genética em populagdes naturais de cajui da restinga
do Piaui sdo importantes.

Dentre as abordagens genéticas, a determinacdo da variabilidade genética diretamente
do DNA, permitida pelo uso de marcadores moleculares tem possibilitado muitos avangos na
pesquisa cientifica, especialmente em estudos de diversidade genética. Entre os marcadores
moleculares baseados em PCR, destaca-se 0 ISSR. Este apresenta elevada porcentagem de
polimorfismo, baixo custo e eficiente diferenciacdo entre individuos (GUPTA et al., 1994;
REDDY:; SARLA; SIDDIQ, 2002). Pesquisas desenvolvidas com plantas usando esta classe
de marcadores mostram seu potencial para estudo de diversidade genética
(DASMOHAPATRA etal, 2014; BORGES, 2015), delimitacdo de espécies (WOOD;
NAKAZATO, 2009; RODRIGUES et al., 2014), bem como para 0 uso em genética da
conservacdo (BRANDAO, 2008; WANG et al., 2008; SOUZA et al., 2013).

Diante do exposto objetivou-se com este estudo caracterizar e comparar a
diversidade, estrutura e diferenciacdo genética de populacbes de A. occidentale e A.
microcarpum ocorrentes predominantemente na microrregido do litoral piauiense por meio de
marcadores moleculares ISSR.

O presente trabalho foi estruturado em parte pré-textual; textual (Apresentacao,
Referencial Tedrico e Referéncias, seguindo as normas da ABNT vigente); e um manuscrito

com os dados da pesquisa que seguiu as normas do periddico Acta Botanica Brasilica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Anacardiaceae R. Br.

Anacardiaceae R. Br. pertence a ordem Sapindales, clado Malvideas (Rosideas) e
Eudocotiledéneas (APG 1V, 2016). Com base em analises morfoldgicas, anatdmicas e
moleculares, sdo reconhecidas cincos tribos para a Familia: Anacardieae, a qual pertence o
género do caju (Anacardium L.); Spondioideae, 0 género do caja (Spondias L.); Semecarpeae,
a qual pertence espécie indiana Semecarpus anacardium Linn.; Rhoeae, o género Rhus L. e
Dobineae (PELL, 2004; CORREIA, 2006).

Nas Ameéricas existem aproximadamente 32 géneros nativos dos quais 77% das
espécies sdo endémicas do continente americano (TERRAZAS, 1999). Sua distribuicao
natural pelo mundo se d& desde Honduras, na América Central, até o Sul do Parana, Brasil e
leste do Paraguai. No Brasil, estdo registrados 14 géneros e 55 espécies, dos quais um género
tem 16 espécies endémicas e distribuidas em diferentes tipos de vegetacdo (MITCHELL,;
MORI, 1987; SILVA-LUZ; PIRANI, 2017).

Os representantes dessa familia sdo caracterizados por serem arvores, arbustos e
raramente subarbustos ou lianas; possuirem canais de resina na casca e peciolos. Folhas
compostas simples ou pinadas, alternas, raramente opostas, sésseis e pecioladas; opostas,
subopostas ou alternadas, inteiras, serrilnadas, denteadas ou crenadas. Inflorescéncias
terminais e/ou axilares, tirsoideas, paniculadas ou racemosas, sendo raras flores solitarias;
flores actinomorfas, unissexuais ou bissexuais, dioicas, monoicas, andromonoicas, poligamas
ou hermafroditas; ovario supero, raramente inferior, solitario ou com dois a cinco carpelos
conados, dvulo Unico. Frutos drupas ou samaras carnudas ou secas, nunca deiscentes,
hipocarpo carnudo e mesocarpo, por vezes, com proeminentes canais de resina preta; uma a
cinco sementes, endosperma escasso ou ausente (PELL, 2009b).

Economicamente, séo utilizados das plantas os frutos, sementes, madeira e compostos
medicinais. Os géneros mais conhecidos sdo: Anacardium (caju), Mangifera (manga),
Pistacia (pistache) e o Spondias (siriguela, caja e umbu) (BARROS; CRISOSTOMO, 1995).

O cajueiro (A. occidentale) produz como fruto a castanha-de-caju, enquanto o pedicelo
floral espessado (hipocarpo) € comercializado in natura ou pode ser utilizado na fabricacéo de
doces, sucos, geleias, cajuina etc. S&o utilizados também na ornamentacdo de ruas e pracgas

destacando-se Schinus terebinthifolius Raddi, Schinus molle L. e Rhus succedanea L., e como
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madeira de qualidade apreciavel, o guarita (Astronium graveolens Jacg.), a aroeira
(Myracrodruon urundeuva Allemé&o), a aroeira-branca (Lithraea molleoides (Vell) Engl.) e
gongalo-alves (Astronium fraxinifolium Schott ex Spreng.) (SOUZA; LORENZI, 2005).

Como fontes medicinais podem ser citadas espécies utilizadas como antifungicas
(FENNER et al., 2006; ARISTIMUNO FICOSECO et al., 2014; SILVA, et al., 2017) e
antibacterianas (AJILEYE et al., 2015;). As espécies do género Rhus tais como, R. radicans,
R. diversibolum, R. vernix e R. verniciflua s&o conhecidos como toxicos e causadores de
dermatite de contato severa que estd associada a presenca de constituintes como resina,
compostos fenolicos, catecolicos e lipidios (MITCHELL, 1990; CORREIA, 2006).

2.2 Anacardium L.

Anacardium é uma palavra do latim ana, (voltado) para cima, e cardium, coracao.
Anacardium foi descrita por Lineu em 1735, designada por Lindley em 1830 como género
tipo da familia Anacardiaceae e em 1853 A. occidentale L. foi citada como tipo do género
(MITCHELL; MORI 1987). A descricdo e ilustracdo mais antiga do género foram publicadas
em 1558 pelo naturalista francés André Thevet, ap6s sua estadia na costa do Nordeste e Norte
do Brasil (THEVET, 1558). A partir deste trabalho outras descri¢Ges e ilustracdes da mesma
espécie foram realizadas por exploradores portugueses, cronistas e naturalistas europeus pré-
Lineanos.

Anacardium tem distribuicdo natural das Honduras, na América Central, até o Sul do
Parana e leste do Paraguai. A. excelsum (Bertero & Balbis ex Kunth) Skeels é a Gnica que
ocorre a oeste da cordilheira andina na Ameérica do Sul. O Brasil é o mais importante centro
de diversidade e se divide em dois eixos: Amazonia Central, centro de diversidade primario,
contendo cinco espécies (A. fruticosum Mitchell & Mori, A. giganteum W. Hancock ex Engl.,
A. spruceanum Benth. ex. Engl., A. parvifolium Ducke e A. microsepalum Loes.) e o Planalto
do Brasil, centro de diversidade secundario, contendo trés espécies (A. humile A.St.-Hil., A.
nanum A.St.-Hil. e A. corymbosum Barb. Rodr (Figura 1) (MITCHELL; MORI 1987).



21

Figura 1. Mapa de distribuicdo geogréafica de Anacardium L.

Fonte: GBIF (2017)

Na taxonomia classica Anacardium foi reconhecida como constituido por 20 espécies
(JOHNSON, 1973), no entanto, na taxonomia numérica esse nimero foi reduzido para 10
espécies: A. occidentale L.; A. excelsum (Bertero & Balb. ex Kunth) Skeels; A. spruceanum
Benth. ex Engl.; A. humile A. St- Hil.; A. nanum A. St-Hil.; A. corymbosum Barb. Rodr; A.
parvifolium Ducke; A. fruticosum Mitchell e Mori; A. microsepalum Loes. e A. giganteum W.
Hancock ex Engl. (MITCHELL; MORI 1987). Existem controvérsias em relagdo a esses
valores, Lima et al. (1988) defende que tenha cerca de 19 espécies e Cunha (2002) 15
espécies. De acordo com Silva-Luz e Pirani (2017), no Brasil ocorrem nove espécies
(Anacardium amapaense J.D. Mitch.; A. corymbosum Barb.Rodr.; A. giganteum W. Hancock
ex Engl.; A. humile A.St.-Hil.; A. microsepalum Loes.; A. nanum A.St.-Hil.; A. occidentale L.;
A. parvifolium Ducke; A. spruceanum Benth. ex Engl) sendo trés delas (A. corymbosum Barb.
Rodr; A. microsepalum Loes. e A. nanum A. St- Hil) endémicas do pais. A identificacdo das
espécies é dificil, tanto pela morfologia que apresenta como pela a possibilidade de ocorrer
intercruzamento em algumas de suas espécies.

A (ltima revisdo taxonémica de Anacardium foi realizada por Mitchell e Mori (1987).
Estes autores abordaram nesta revisdo anatomia, morfologia, ecologia, fitogeografia, relacoes
interespecificas e botanica econdmica. A Filogenia estabelecida por estes dois autores foi
estabelecida por Mitchell e Young (1987) utilizando caracteres morfolégicos qualitativos e
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reconstrucéo filogenética baseada em parcimoénia. Os resultados obtidos foram trés clados: a)
A. excelsum; b) constituido por A. occidentale, A. spruceanum, A. humile, A. nanum e A.

corymbosum; e c) A. parvifolium, a. fruticosum, a. giganteum e A. microsepalum (Figura 2).

Figura 2. Cladograma de espécies de Anacardium utilizando dados morfoldgicos qualitativos
e reconstrucdo filogenética baseada em parcimonia, obtido por Mitchell e Young (1987).
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Fonte: Mitchell e Young (1987)

As caracteristicas que definem Anacardium sdo: &rvores, arbustos ou subarbustos,
perenifdlios; ramos inermes, eretos ou semipendentes; sistema caulinar subterraneo bem
desenvolvido nas espécies campestres. Folhas simples, agregadas em direcdo ao apice,
cartdceas ou coriaceas, pecioladas, margem inteira, ondulada, base assimétrica, venacao
broquidrédoma ou cladédroma, face adaxial com nervuras planas ou impressas, as vezes
proeminentes, face abaxial com nervuras geralmente proeminentes, nervura marginal
inconspicua, nervura intramarginal ausente. Inflorescéncia axilar ou terminal, tirsoide
corimbiforme, laxa ou congesta, pedunculada; bracteas e bractéolas persistentes ou deciduas.
Flores pediceladas, pedicelo ndo articulado, pentdmeras, bissexuais ou masculinas (plantas
andromonoicas); sépalas conatas apenas na base; pétalas alvas ou verde-claras com linhas
vermelhas ou rosa na antese e vermelho-escuro apds a fertilizagdo, imbricadas, reflexas na
antese, tubo campanulado ou cilindrico; estames desiguais, filetes unidos na base, anteras
presentes ou ausentes, tubo estaminal com altura desigual; ovario unicarpelar, unilocular;

ovulo basal; estilete longo, central ou lateral; estigma geralmente puntiforme; pistilédio
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nas flores masculinas; disco intraestaminal ausente. Fruto drupa reniforme, lateralmente
compressa ou obovoide no apice de um hipocarpo carnoso (o pedicelo espessado); pericarpo
coriaceo, resinifero; semente reniforme, testa livre do endocarpo, embrido curvo (LUZ;
PIRANI, 2017).

Quanto ao habito de crescimento sdo descritas duas formas basicas para Anacardium,
as espécies de florestas com arvores de dossel ou emergentes (A. excelsum, A. giganteum, A.
microsepalum, A. parvifolium, A. spruceanum) e as espécies de porte médio a baixo com
grande envergadura da copa, adaptadas aos ambientes de savana como 0s cerrados e as areas
de restingas do nordeste brasileiro (A. occidentale e A. fruticosum). Existem ainda, as espécies
A. humile, A. nanum e A. corymbosum, que sdo subarbustos com troncos subterraneos e que
ocorrem no cerrado do planalto central do Brasil (MITCHELL; MORI, 1987).

A morfologia floral mostra que as flores sdo reunidas em inflorescéncias do tipo
panicula com flores estaminadas e hermafroditas que podem ser laterais ou terminais. O ciclo
de florescimento das espécies de Anacardium ocorre no inicio da estagio seca. E restrito a
este periodo para as espécies de ambientes abertos ou savana, onde a estacdo € mais
pronunciada (MITCHELL; MORI, 1987). Segundo Mitchell e Mori (1987), as trés espécies
simpatricas que ocorrem no planalto central brasileiro (A. occidentale, A. humile e A. nanum)
florescem no mesmo periodo e que parece existir poucas barreiras extrinsecas entre elas, 0
que explicaria a existéncia de individuos nas popula¢Bes naturais que sdo intermediarias entre
A. occidentale e A. humile e entre A. humile e A. nanum. Além do periodo de floracdo, outros
fatores ambientais tais como, direcdo e intensidade do vento, temperatura, nimero e tipo de
polinizadores, entre outros, influenciam nos cruzamentos naturais (ALLARD, 1971).

Os agentes polinizadores podem ser: abelhas, morcegos, borboletas (MITCHELL,;
MORI, 1987), além de vespas e moscas, sendo as abelhas as melhores polinizadoras
(BHATTACHARYA, 2004). Duas espécies de abelhas, uma indigena (Centris tarsata) e
outra exotica (Apis mellifera) foram identificadas como polinizadores potenciais de A.
occidentale em estudo realizado no litoral do Ceara (FREITAS; PAXTON, 1998). Antes deste
estudo, Paulino (1992) tinha observado Apis melifera como sendo a mais importante
polinizadora desta espécie.

O estudo realizado por Freitas e Paxton (1998) evidenciou que as paniculas em A.
occidentale apresentam uma propor¢do de 10% de flores hermafroditas para 90% de flores
masculinas, e que as flores masculinas contribuem, proporcionalmente, com a maior

guantidade de podlen solavel. Foi observado também um acumulo maior de quantidade de
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proteina em gemas florais, presumivelmente de flores hermafroditas, indicando que este
acumulo de proteina teria importancia na inducdo do desenvolvimento do gineceu. Como 0s
pistilos sdo oOrgdos de diferenciacdo tardia nas gemas primordiais tardias é possivel que a
insuficiéncia de metabdlitos seja a causa da baixa producéo de flores hermafroditas e maior
producdo de flores estaminadas (PAVITHRAN et al., 1985).

Embora as espécies sejam alégamas, segundo Barros e Crisostomo (1995) ndo hé
sistema de incompatibilidade que impeca a autogamia, embora a espécie sofra depressao por
endogamia, apresentando maior percentual de abortamento de frutos imaturos resultantes da
autofecundagdo (PAULINO, 1992; HOLANDA NETO et al., 2002), redugdo no percentual de
germinacdo e sementes, bem como no tamanho dos frutos (PAULINO, 1992).

O desenvolvimento do fruto de Anacardium é acompanhado pelo tamanho do
pedicelo, formando o pedinculo suculento denominado de hipocarpo. Esse processo é
chamado de “frutificagdo dupla de Anacardium”. A drupa amadurece antes do pedicelo. Este
é caracterizado por ter crescimento inicial em comprimento e depois aumento de didmetro na
medida que se torna mais suculento. Possui sabor adstringente pela conversdo de taninos
livres em formas insoliveis no inicio do processo de desenvolvimento, perdendo
gradualmente com a maturacdo. O acimulo de antocianinas nas camadas subepidérmicas
propicia a cor vermelha brilhante nos pedinculos de vérias espécies (MITCHELL; MORI,
1987). A dispersdo dos frutos é feita por morcegos frutiferos (MITCHELL; MORI, 1987)
além de ser dispersa pelos rios, pois a castanha e pedicelo juntos podem flutuar na agua
(JOHNSON, 1974). Segundo os mesmos autores, a dispersdo e distribuicdo de A. occidentale
devem-se em grande parte a a¢do antrépica desde o periodo pré-colombiano.

Estudos citogenéticos ainda sdo pouco realizados em espécies de Anacardium, sendo
necessarios devido a sua grande diversidade morfologica e distribuicdo (BARROS et al.,
2002). Os numeros cromossomos registrados para A. occidentale sdo: 2n=24, 2n=30, 2n=40 e
2n=42 (GOLDBLATT, 1981). Aliyu e Awopetu (2007) encontraram 2n=42 em células
mitoticas e n=21 em celulas meiodticas em A. occidentale encontrado na Nigeria. Para A.
othonianum, Ledo et al. (2001) registraram 2n=16, em estudos com pontas de raizes de
plantulas. Estudo citogenético realizado recentemente com populagdes de A. occidentale e A.
microcarpum do litoral piauiense evidenciaram que as especies analisadas apresentaram
variagdo cromossdmica, sendo que A. occidentale variou desde 2n=20 a 2n=28 e A.
microcarpum 2n=26 para algumas populacGes e variacdo de 2n=20 e 22 para a populacdo
encontrada em Tatus (llha Grande—P1) (SANTQOS, 2016).
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Economicamente, Anacardium é importante, pois todas as suas espécies podem ser
aproveitadas para diversos fins. A madeira é utilizada na construcdo civil, a inflorescéncia tem
potencial ornamental (MITCHELL; MORI, 1987). Folhas e cascas sdo usadas para fins
medicinais, o pedunculo tem grande valor de mercado como alimento e é usado na preparacao
de sucos, bebidas e doces (SHULTES; RAFFAU, 1990). A améndoa e o liquido extraido da
casca da castanha de caju (CNSL ou LCC) séo produtos de exportacdo (CORREIA, 2006).

2.2.1 Anacardium occidentale L.

Anacardium occidentale € uma &rvore nativa do Nordeste do Brasil, conhecida
popularmente como caju, € a mais cultivada e dispersa do género (JOHNSON, 1973;
MITCHELL; MORI, 1987). Pode ser encontrada em diversos ecossistemas do Norte e
Nordeste do Brasil, concentrando-se principalmente nas zonas costeiras do Nordeste, como
parte da vegetacdo de praias e dunas e nas formagdes de restinga. Sua distribuicdo natural ndo
¢ bem definida devido a dispersdo por cultivo, no entanto tem o Nordeste Brasileiro
caracterizado como centro de diversidade por apresentar alta variabilidade para os principais
caracteres de interesse agroindustrial, tais como, producgéo, peso do fruto, peso da améndoa e
peso do hipocarpo (LIMA, 1986; MITCHELL; MORI, 1987; BARROS, 1991). A espécie em
outros locais de ocorréncia onde a planta foi introduzida como India, Mogambique, Tanzénia
e Quénia, entre outros, tem menos diversidade para estes caracteres (AGNOLINI; GIULIANI,
1977; OHLER, 1979; BARROS et al., 1984; BARROS, 1988a). (Figura 3).

Figura 3. Mapa de distribuicdo geogréafica da espécie Anacardium occidentale L. no Brasil.

Fonte: Flora Brasil (2017)
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No Brasil sdo encontrados dois tipos de cajueiro bem definidos em relagdo ao porte
que ocorrem naturalmente, denominados de cajueiro do tipo comum e cajueiro do tipo ando
precoce (CAVALCANTI et al., 1999). O cajueiro comum € disseminado tanto naturalmente
como por cultivo, sendo caracterizado pelo porte mais alto variando de 8 a 15m e envergadura
de copa chegando a atingir 20m, enquanto a variedade precoce diferencia-se pelo porte baixo
com altura de plantas variando em torno de 3 a 4m e envergadura de copa média em torno de
7 a9m (BARROS, 1988b).

Da espécie se utiliza todas as partes e se obtém varios produtos, dentre 0s quais 0
principal é sua améndoa (castanha) que é utilizada como alimento. O hipocarpo ou
pseudofruto pode ser consumido in natura ou ser utilizado na fabricagéo de doces, polpas para
sucos e outras bebidas e o bagaco resultante pode ser misturado na racdo animal. Da casca da
castanha do caju € extraido o liquido da casca castanha de caju (CNSL ou LCC), com
aplicacbes nobres em industrias quimicas como, por exemplo, na fabricacdo de tintas,
lubrificantes e cosméticos. Ainda da casca, dos galhos podados da arvore, da folha, da
pelicula da améndoa da castanha de caju ou mesmo do bagaco do pedinculo pode ser extraido

0 tanino, composto quimico com vastas aplicacdes industriais (USAID, 2006) (Figura 4 e 5).

Figura 4. Produtos obtidos do cajueiro (Anacardium occidentale L.) no Brasil.
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Figura 5. Anacardium occidentale L.: A- Fruto e pseudofruto (pedunculo), B- planta em seu
habitat natural.

Fonte: Autora (2017)

A cajucultura no Brasil estd concentrada no Nordeste e atualmente o pais ocupa a
décima posicdo na producdo mundial. A Nigéria, a india e a Costa do Marfim foram os
maiores produtores mundiais de castanha em 2014, com quase 60% da produgéo global. A
area ocupada com o cajueiro no Brasil segundo o IBGE em 2015, foi estimada em 619 mil
hectares, desse total, 99,4% esta localizado no Nordeste, sendo 62,9% no Estado do Ceara
(389.358 ha), 15,5 % no Rio Grande do Norte (96.120 ha) e 14,1% (87.474 ha) no Piaui
(VIDAL, 2016).

2.2.2 Anacardium microcarpum Ducke

Dentre as espécies e ecOtipos de Anacardium, tem-se o cajui, termo usado para
designar as espécies que apresentam castanhas e hipocarpo diminutos (CARBAJAL; SILVA
JUNIOR, 2003). Trata-se de uma planta nativa, dispersa na regifo dos cerrados da Amazonia
e nas regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste brasileiro (CRESPO; SOUZA, 2014). No
Piaui é encontrado naturalmente na regido dos cerrados e na regido litoranea (RUFINO et al.,
2007).

O litoral piauiense ocupa uma area territorial de 66 km abrangendo os municipios de
Parnaiba, llha Grande, Luis Correia e Cajueiro da Praia (ANDRADE et al., 2012). O cajui
esta presente nesta regido nas areas de restinga e carrasco, e na vegetacdo pioneira de dunas,
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onde sua maior ocorréncia estd nas comunidades Labino, Pedra do Sal, Cal e Tatus,
desempenhando grande importancia ecoldgica (CRESPO; SOUZA, 2014).

O cajui se caracteriza como uma arvore frondosa de 2 a 5 metros de altura e 50-90 cm
de diametro, de tronco reto e casca espessa, com a copa as vezes atingindo até mais de 15
metros de altura (Figura 6). Suas folhas sdo pecioladas, densas no apice dos ramos, 14-20 cm
de comprimento, subcoriaceas, &pice arredondado e base cuneada, mais duras que as folhas
do caju comum, coloracdo verde, glabras de forma obovada. Suas flores sdo pequenas,
perfumadas, coloracdo esbranquicada, tornando-se roseo-claras e depois vermelhas, corola
pentamera reflexas na antese, estames em oito, conatos na base e de tamanhos variados,
tendo s6 um fértil e bem desenvolvido (BARROS et al., 2002; CRESPO; SOUZA, 2014).

O tamanho e peso da castanha e do hipocarpo sdo os principais caracteres utilizados
para diferenciar caju e cajui, sendo o ultimo, de modo geral, menor e mais leve. O peso
médio da castanha do cajui em trabalhos realizados com amostras da regido litoranea do Piaui
foi de 3 g (RUFINO, 2004; BORGES, 2015) e 0 peso médio do hipocarpo variou de 15 a 20
g e 3 cm de comprimento (RUFINO, 2004; CRESPO; SOUZA, 2014) (Figura 6).

Figura 6. Anacardium microcarpum Ducke.: Fruto e pseudofruto (pedunculo), B- planta em
seu habitat natural.

Fonte: Autora (2017)

De acordo com a taxonomia classica, o cajui ocorrente nos estados do Ceard,
Maranhéo, Para e Piaui tém sido identificados como Anacardium microcarpum Ducke por
alguns autores (LIMA, 1996; VIEIRA; MAYO; ANDRADE, 2014; ZUFFO, 2014,
MOREIRA; SILVA; MEDEIROS FILHO; 2016). Entretanto, este tdxon é tratado como um
dos sinbnimos de A. occidentale por Mitchell e Mori (1987). A. microcarpum foi agrupado,

pela taxonomia numérica, como uma das variantes da espécie cultivada, A. occidentale.
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Cunha (2002) utilizou sequéncias dos genes rDNA 18S para fazer a reconstrucéao filogenética
do género e concluiu que A. microcarpum é um ec6tipo ou variedade de A. occidentale.
Silva-Luz e Pirani (2017), também classificaram A. microcarpum como um heterdtipo de A.
occidentale.

Estudo morfométrico de folhas de A. occidentale e A. microcarpum mostrou
sobreposicdo em relagcdo aos caracteres estudados, e embora 0s caracteres possam ser
utilizados para uma identificacdo prévia, faz-se necessario estudos ao nivel molecular para
uma confirmacdo, pois apenas caracteres morfoldgicos sdo susceptiveis a variacdo ambiental
(VIEIRA; MAYO; ANDRADE, 2014). No entanto, uma caracterizagdo genética de acessos
de germoplasma de cajui (Anacardium spp.) ocorrentes no litoral piauiense, por meio de
marcadores moleculares ISSR, mostrou distancia genética de A. microcarpum com os demais
acessos analisados de Anacardium spp. constituindo um subgrupo diferenciado (BORGES,
2015).

O cajui desempenha um importante papel econdmico e ambiental nos municipios do
litoral piauiense, principalmente para as populacfes que vivem nas regibes onde ha maior
abundancia desta frutifera. Assim como o caju comum, a temporada de floracéo e frutificacéo
do cajuizeiro ocorre entre 0s meses de junho a dezembro, sendo o periodo de maturacdo dos
frutos mais concentrado nos meses entre agosto e novembro. A comercializagdo de castanhas
e hipocarpos na época da safra é fonte de renda garantida para as populacgdes locais. Do ponto
de vista ambiental, a planta é um dos principais fixadoras de dunas. Por ser um importante
elemento da vegetacdo natural e encontrar-se em perigo devido a diversas acdes antropicas,

se faz necesséario sua protecdo e conservacdo (RUFINO, 2004).

2.3 Marcadores moleculares

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de genética e
melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres morfoldgicos. O pequeno
namero de marcadores morfologicos distintos em uma mesma linhagem reduzia a
probabilidade de se encontrar associacdes significativas entre estes marcadores e caracteres
significativos. Além disso, a disponibilidade de marcadores morfoldgicos era restrita as
poucas espécies de plantas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

As mudangas nesse quadro iniciaram com o desenvolvimento de marcadores
isoenzimaticos, que foram os primeiros marcadores moleculares utilizados para analise de
variagdo genetica (TORGGLER; CONTEL; TORGGLER, 1995). As isoenzimas sdo enzimas
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que apresentam multiplas formas moleculares, como resultado da presenca de mais de um
gene codificando cada uma das enzimas (MOSS, 1992). A técnica é baseada na detec¢do de
polimorfismos a partir da eletroforese em gel de amido e na visualizacdo por métodos
histoquimicos.

Os marcadores moleculares sdo definidos como todo e qualquer fendtipo molecular
oriundo de um gene expresso, no caso de isoenzimas ou de um segmento especifico de DNA
correspondente as regifes expressas ou ndo do genoma e que sdo transmitidos pelas leis
padrdo de heranca de uma geracdo para a outra, dessa forma sdo extremamente Gteis para
analisar a variabilidade genetica. Os marcadores moleculares sdo amplamente utilizados em
estudos de diversidade genética, mapeamento genético, filogenia molecular, melhoramento
genético dentre outras finalidades (CAIXETA et al., 2006).

Com os avangos na area da genética e da biologia molecular e o desenvolvimento da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e do sequenciamento automatico do DNA, tornou-se
possivel a manipulacdo do DNA, culminando com a criagdo dos marcadores moleculares
provenientes da analise da molécula de DNA, permitindo o acesso direto ao gendtipo do
individuo e ndo somente das regides ativas na expressdo génica como ocorrer com as
isoenzimas. Esses marcadores moleculares tém como vantagens a obtencdo de um ndmero
elevado de polimorfismo genético em qualquer estagio do desenvolvimento da planta e os
resultados nao sofrem influéncia do ambiente como ocorre com os marcadores morfoldgicos
(AYAD et al., 1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares podem ser divididos em dois grupos: marcadores baseados
em hibridizacdo (RFLP e minissatélites) e marcadores baseados em PCR que inclui RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA); AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism);
Microssatélites - SSR (Simple Sequence Repeats); ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e 0s
marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Além disso, podem ser agrupados em
marcadores dominantes e codominantes. Os marcadores dominantes (ex.: ISSR, RAPD,
AFLP) permitem obter dados de diversos locos do genoma, enquanto que os codominantes
(ex.: RFLP, Microssatélites-SSR) revelam alelos de um loco especifico do genoma.
Marcadores codominantes, por sua vez, tais como microssatélites (SSR), permitem distinguir
individuos heterozigotos de homozigotos e calcular frequéncia de alelos e, por essa razdo,
marcadores codominantes sao considerados mais informativos que os marcadores dominantes
(FREELAND, 2005). Portanto, marcadores moleculares sdo ferramentas Uteis para detectar

variacbes no genoma, aumentando o poder da andlise genética na quantificacdo da
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variabilidade genética existente entre e dentro de populacGes de plantas (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998).

O uso de um ou de outro marcador vai depender, entre outros fatores, do objetivo do
estudo, da infraestrutura, dos recursos financeiros disponiveis, da disponibilidade dos recursos
humanos e da espécie a ser estudada. Varios marcadores moleculares estdo disponiveis e
podem ser aplicaveis em diversas situacdes, por isso, torna-se necessario a realizacdo de uma
escolha cuidadosa do marcador, levando-se em conta as questdes biolégicas que sdo de
interesse para cada estudo (FALEIRO, 2007).

2.3.1 Marcadores Moleculares ISSR

Os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) foram desenvolvidos a partir de
marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat). Estes sdo sequéncias de
nucleotideos repetidas em tandem, cuja unidade de repeti¢do varia de um a seis pares de base.
Sdo encontrados abundantemente em uma ampla diversidade de espécies de eucariotos e
procariotos e mesmo no genoma cloroplastidial de plantas, os locos SSR apresentam alto
indice de polimorfismo e o0 uso desse marcador requer o conhecimento prévio das sequéncias
que flanqueiam a regido do microssatélite (HEARNE; GHOSH; TODD, 1992; FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os ISSR foram desenvolvidos por Gupta et al. (1994) e Zietkiewicz, Rafalski e
Labuda (1994) e se tornaram bastante utilizados desde entdo. O desenvolvimento desses
marcadores teve como intuito solucionar a problemaética da necessidade do conhecimento
prévio das sequéncias que flanqueiam os microssatélites para formacdo dos primers. Os
marcadores ISSRs sdo aleatdrios e tem a capacidade de acessar todo o genoma, e sdo
ferramentas importantes para identificar polimorfismo e quantificar a variabilidade genética
entre individuos de interesse (LIU; WENDEL, 2001). Outra importante caracteristica deste
tipo de marcador é que sdo dominantes, ou seja, ndo possibilitam a diferenciacdo de
individuos heterozigotos e homozigotos, no entanto, tem a vantagem de analisar varios alelos
em uma Unica reacdo. S&o mais robustos que os RAPDs, pois apresentam uma maior
superficie de ancoragem e possuem maiores temperaturas de anelamento, aumentando a
reprodutibilidade dos produtos (TSUMURA; OHBA; STRAUS, 1996).

A técnica utilizada para o marcador ISSR é baseada em PCR, e envolve a

amplificacdo de sequéncias de DNA presentes numa regido de distancia amplificavel entre
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duas regides repetidas idénticas de microssatélites orientadas em dire¢do opostas. Sequéncias
de microssatélites com comprimento de 16-25pb s&o utilizadas como primers em reacdo de
PCR para amplificar sequéncias inter-SSR com tamanhos variados de 200-2000pb que sédo
detectados tanto por eletroforese em gel de agarose como em gel de poliacrilamida, para a
obtencdo dos perfis de ISSR € utilizado um anico primer (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI;
LABUDA, 1994; REDDY; SARLA,; SIDDIQ, 2002).

A fonte de variabilidade nos ISSRs pode ser atribuida ao deslizamento da DNA
polimerase durante a replicacdo do DNA e falha em reparar erros no pareamento das bases
nitrogenadas, isso é considerado como um mecanismo de criacdo e hipervariabilidade nos
SSRs (LEVINSON; GUTMAN, 2001). Os alelos polimorficos ocorrem quando em um
genoma esteja faltando a sequéncia repetida ou tém uma delecdo ou uma insercdo que
modifica a distancia entre as repeticdes (GOULAO; OLIVEIRA, 2001). O grau de
polimorfismo pode variar também de acordo com a natureza do primer (que pode ser ndo
ancorado, 3'-ancorado, ou 5'-ancorado) e com a sequéncia das repeticbes no primer
empregado. Uma vez que o primer é uma sequéncia SSR, a frequéncia e a distribuicdo dos
microssatélites repetidos em diferentes espécies também influenciam o padrdo de bandas
(REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002).

Os marcadores ISSR oferecem algumas desvantagens, pois apresentam menor nivel
de polimorfismo se comparados com marcadores SSR (WOLFE; LISTON, 1998) e que
marcadores AFLP (ARCHAK et al., 2003). Além disso, marcadores moleculares dominantes,
tais como AFLP, ISSR e RAPD apresentam fragmentos de DNA co-migrantes que podem
representar locos distintos, mas serem interpretados como homologos devido ao tamanho
idéntico (BUSSELL; WAYCOTT; CHAPPILL, 2005).

Apesar das limitacBes apresentadas, os marcadores ISSR sdo recomendados para
analises de espécies relacionadas evolutivamente, obtendo-se resultados confiaveis, devido a
sua abundancia e dispersdo no genoma, sendo marcadores de alta reprodutibilidade, locos
polimorficos em quantidades satisfatorias e por apresentarem rapidez em seus resultados com
custos razoavelmente menores em comparacgdo aos outros marcadores (RODRIGUES et al.,
2014). Além de estudos de avaliacdo da diversidade genética (BORGES, 2015;
GONCALVES, 2016; GOMES, 2017), podem ser utilizados em estudos taxondmicos para
delimitacdo de espécies complexas (RODRIGUES et al., 2014), estudos populacionais
(TABIN et al., 2016), caracterizagdo de cultivares (EISSA et al., 2016) e espécies de plantas

de importancia econémica, tais como em Fragaria ananassa Duch (NUNES et al., 2013),
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Genipa americana L. (SILVA et al., 2014), Psidium spp. (OLIVEIRA et al., 2014), e
Passiflora cincinnata Mast. (CARMO et al., 2017), com o proposito de determinar o
relacionamento genético entre as espécies e possibilitar uma melhor identificacdo para

conservacao de germoplasma e desenvolvimento de novos cultivares.

2.4 Diversidade genética e conservacdo de populagdes naturais

A genética da conservagdo tem como uma de suas premissas que ndo se pode proteger
0 que ndo se conhece. Assim, um dos principais temas abordados em estudos de biologia da
conservacao € a resolucdo das incertezas taxonémicas, portanto, é essencial o estabelecimento
de status taxondmico dos organismos de acordo com a maior diversidade de caracteres
possivel. Isso porque, o conhecimento taxonémico da maioria das espécies € resumido a
variacdo macromorfolégica e informacgdes limitadas relacionadas a distribuicdo geogréfica.
Além disso, a delimitacdo dos taxons baseada na morfologia e biogeografia podem esconder
linhagens cripticas, comprometendo esfor¢os para a definicdo de manejo sustentavel e
conservacdo (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004).

Compreender o comportamento e distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre
populagdes tem grande relevancia pela relagéo direta com o alcance do fluxo génico, gerando
informacdes importantes na definicdo de programas para a conservacdo de populagdes
evolutivamente estaveis bem como para auxiliar no manejo racional e sustentavel dessas
populacdes (NEWTON et al., 1999).

Para o estudo de variabilidade genética, o0 uso de marcadores moleculares € bastante
util e tem bons resultados. No trabalho de Rossi et al. (2014), utilizando marcadores ISSR, 0s
autores observaram que as populacdes naturais de Mauritia flexuosa L. (Buriti) (Arecaceae)
apresentaram alta variabilidade genética intrapopulacional (84,14%) e uma boa estratégia para
a conservacdo efetiva dessa variabilidade seria a preservacdo de varias populacGes ao longo
da distribuicdo geografica da espécie, o que garantiria que a alta diversidade genetica
encontrada fosse mantida nas diferentes populagdes.

Portanto, estudos sobre diversidade genética sdo necessarios para que se possam
identificar genotipos endémicos e de importancia evolutiva. Além disso, a implantacdo de
projetos multidisciplinares que englobam estudos bioldgicos, a conscientizacdo ambiental das
comunidades e preservacdo dos habitats naturais € indispensavel para conservacdo das
espécies (RODRIGUES et al., 2014).
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Resumo

Anacardium occidentale L., conhecida popularmente como caju, € uma espécie cultivada e
naturalizada amplamente distribuida na zona tropical. Uma variacdo desta especie,
reconhecida como Anacardium microcarpum Ducke e denominada popularmente como cajui,
caracteristico da vegetacdo litordnea piauiense de grande importancia socioecondmica e
ambiental para populacéo local, diferenciando-se do caju por apresentar hipocarpo e drupa de
tamanhos pequenos. Até o momento ndo ha estudos suficientes que diferenciem estes dois
tdxons. Portanto, objetivou-se caracterizar geneticamente as populac@es naturais de cajui e de
associacles cultivadas ou naturalizadas de caju encontradas no norte do Piaui, utilizando
marcadores moleculares Inter Simple Repeat (ISSR). Foram utilizadas oito populacGes com
cinco primers ISSR e realizadas analises de diversidade genética, estrutura e diferenciacédo
populacional. Os resultados mostraram o total de 94 locos, todos polimoérficos e que as
populacbes naturais de cajui (A. microcarpum) sdo mais diversas geneticamente dentro das
populacdes que as de A. occidentale. Embora ambas as popula¢bes mostrem forte distincao
genética, nao foi formada uma unidade genética coerente. Os resultados destacaram a
importancia das populagdes naturais de cajui como reservatorios da variabilidade genética do
caju (uma arvore fruticola de importancia econémica global) e, portanto, a necessidade

urgente de assegurar sua conservacao efetiva.

Palavras-chaves: Caju; Cajuizeiro; ISSR; Populag6es nativas; Variabilidade genética.
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Introducéo

Anacardium occidentale L., conhecida popularmente como “caju”, € uma arvore
nativa do Nordeste Brasileiro, a mais dispersa do género e a Unica cultivada (Johnson 1973;
Mitchell & Mori 1987). Pode ser encontrada em diversos ecossistemas do Norte e Nordeste
do Brasil, concentrando-se principalmente nas zonas costeiras do Nordeste, como parte da
vegetacdo de praias, dunas e nas formacgoes de restinga (Lima 1986; Mitchell & Mori 1987;
Barros 1991).

O cajueiro tem importante papel socioecondmico e dessa espécie se utiliza todas suas
partes obtendo varios produtos, dentre os quais o principal é a améndoa (castanha), utilizada
como alimento. O hipocarpo ou pseudofruto pode ser consumido in natura ou ser utilizado
para a fabricacdo de doces, polpas para sucos e outras bebidas; o bagago resultante do
processamento pode ser utilizado na constituicdo da ragdo animal; da casca da castanha é
extraido um liquido, denominado LCC (liquido da castanha de caju), com aplicacGes nobres
em indastrias quimicas como, por exemplo, na fabricacdo de tintas, lubrificantes e
cosméticos. Ainda da casca, dos galhos podados da arvore, da folha, da pelicula da améndoa
da castanha de caju ou mesmo do bagago do pedunculo pode ser extraido o tanino, composto
quimico com vastas aplicagdes industriais (Usaid 2006).

Uma variacdo do caju é o conhecido popularmente como cajui, de fruto e hipocarpo
diminutos, o termo cajui é utilizado para algumas espécies de Anacardium, tais como,
Anacardium amilcarianum Machado. Anacardium giganteum W. Hancock ex Engl.;
Anacardium humile A. St- Hil.; Anacardium microcarpum Ducke, Anacardium nanum A. St-
Hil e Anacardium pumilum A. St-Hil. Ex Engl. (Lima 1988; Carbajal & Silva Junior 2003;
Pessoni 2007; Almeida 2009).

No Piaui, o cajui é encontrado naturalmente na regido dos cerrados e na regiao
litordnea (Rufino et al. 2007), onde desempenham grande importancia ecoldgica,
caracterizando-se como componente da vegetacdo pioneira de dunas (Crespo & Souza 2014),
além de possuirem importante papel econdmico e ambiental, principalmente para as
populacbes que vivem nas regides onde h& maior abundancia desta frutifera. A
comercializacdo de castanhas e hipocarpos na época da safra é fonte de renda garantida para
as populacdes locais. Do ponto de vista ambiental, a planta € uma das principais espécies
fixadoras de dunas (Rufino 2004). Por ser uma importante populagdo natural e encontrar-se

em perigo devido a diversas a¢Oes antropicas, se faz necessario sua protecdo e conservagao.
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Alguns trabalhos (Lima 1996; Vieira et al. 2014; Zuffo, 2014; Moreira et al. 2016)
tem identificado o cajui da restinga piauiense como A. microcarpum, descrito por Ducke
(1922), como um grupo distinto de A. occidentale, diferindo do cajueiro comum pela textura
mais coriacea de suas folhas, peciolo mais achatado, nervura central fortemente proeminente,
inflorescéncia menos densa, fruto pequeno e hipocarpo mais &cido. Mitchell e Mori (1987)
consideram que este taxon se trata de um sindnimo de A. occidentale. Porém, estes autores
ndo realizaram estudo sobre a classificacdo infraespecifica da espécie. Assim como estes
autores, Silva-Luz e Pirani (2017) também classificaram A. microcarpum como heter6tipo de
A. occidentale. Cunha (2002), por sua vez, utilizando sequéncias dos genes rDNA 18S para
fazer a reconstrucédo filogenética do género, concluiu que A. microcarpum é um ecotipo ou
variedade boténica de A. occidentale.

Até o presente, ndo ha consenso sobre a distincdo entre A. occidentale e A.
microcarpum. A. occidentale tem grande amplitude de variagdo morfoldgica principalmente
na cor, forma, tamanho e consisténcia do peddnculo. A. microcarpum tem sido a espécie mais
ocorrente nos estados do Ceara, Maranhdo, Para e Piaui (Andrade et al. 2012; Barros et al.
1999).

Estudos sobre a variacdo genética baseados em amostras de popula¢des do campo
ainda sdo escassos. O conhecimento da variabilidade genética diretamente do DNA, possivel
através do uso de marcadores moleculares tem possibilitado muitos avangos na pesquisa
cientifica, especialmente em estudos de diversidade genética. Entre os marcadores
moleculares baseados em PCR, destaca-se o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) por
apresentar elevada porcentagem de polimorfismo, baixo custo e eficiente diferenciacéo entre
individuos (Gupta et al. 1994; Reddy, Sarla & Siddig 2002). Pesquisas desenvolvidas com
plantas usando marcadores ISSR mostram seu potencial para estudo de diversidade genética
(Dasmohapatra et al. 2014; Borges 2015), delimitacdo de espécies (Wood & Nakazato 2009;
Rodrigues et al. 2014), bem como para 0 uso em genética da conservacao (Brandao 2008).

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo caracterizar e comparar a
diversidade, estrutura e diferenciacdo genética de populag@es naturais de A. occidentale (caju)
e A. microcarpum (cajui) ocorrentes predominantemente no litoral piauiense utilizando
marcadores moleculares ISSR, além de contribuir para a delimitacdo taxonémica desses
tdxons, e manejo e conservacdo de plantas nativas com potencial social, ambiental e

econdmico.
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Materiais e Métodos

Material vegetal

Para este estudo foram coletadas amostras em locais selecionados da Microrregido do
Litoral Piauiense (Parnaiba: Labino, Pedra do Sal e Rosapolis; Ilha Grande: Cal e Tatus;
Cajueiro da Praia e Cocal) e Microrregido do Baixo Parnaiba Piauiense (Luzilandia). As
populacdes de plantas nas localidades Rosapolis, Cocal, Luzilandia e Cajueiro da Praia foram
identificadas como caju (A. occidentale), enquanto nas localidades Labino, Pedra do Sal, Cal
e Tatus as populacdes foram identificadas como cajui (A. microcarpum) (Fig.1) (Tab. 1). A
coleta foi realizada nos periodos de agosto a outubro de 2015, periodo de floracdo e
frutificacdo das espécies. As folhas jovens de 30 individuos de cada populacdo foram

armazenadas e estocadas em silica-gel.

Extracdo do DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir do método descrito por Doyle e
Doyle (1987), com algumas modificacbes para atingir uma boa qualidade de DNA.
Aproximadamente 20 mg de folhas jovens foram maceradas com tampédo de extracdo na
proporcdo de 800 puL de CTAB 2X e 4 uL B-mercaptetanol [CTAB 2%, Tris-HCL 0,1 mM
(pH 8,0), EDTA 20 mM (pH 8,0), NaCl 1,4 M e B-mercaptetanol 2%] previamente aquecidos
em banho-maria a 60 °C por 10 min. Em seguida foi adicionado tampdo de extracdo e
acondicionados em banho-maria a 60°C por 20 min. Apds resfriamento das amostras, foram
adicionados 800 pL de solucdo cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) e posteriormente
homogeneizados em agitador por 1 hora e centrifugado por 10 min a 13000 rpm. Parte do
sobrenadante resultante (~400 pL) foi transferido para um novo tubo, adicionando-se 2/3 do
volume de isopropanol (~300 pL), misturando-se cuidadosamente por inversdo e
permanecendo em overnight no freezer. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
13000 rpm por 5 min, ocorrendo assim a precipitacdo do DNA. Ao pellet foi adicionado 1000
pL de etanol 70% seguido de centrifugacdo por 5 min a 13000 rpm, processo este realizado
trés vezes. O DNA obtido foi ressuspendido em 100 pL de solucéo de TE [Tris-HCI 10 mM
(pH 8,0) e EDTA 0,1 mM] por 24 horas na bancada ou até que o pellet homogeneizasse na

solugéo.
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Amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro BioSpec-nano e o0 DNA
foi diluido a uma concentragdo de 25 ng/uL. Para confirmagdo quanto a integridade, algumas
amostras foram quantificadas utilizando o método de visualizagcdo por bandas de eletroforese
em gel de agarose a uma concentracdo de 1%, preparado com tampao TBE 1x (Tris-Borato-
EDTA) e corado com GelRed-Biotium® a 1x. DNA fago A na concentragdo de 100 ng/uL foi
utilizado para comparacao.

Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e Selecéo de primers ISSR

A reacdo de PCR foi feita com o kit TopTaq MasterMix (Qiagen). O mix foi
preparado com volume total 10 puL de acordo com as seguintes condigdes: 4 pL de TopTaq
polimerase, 4,7 uLL de H20O free RNase, 0,8 uL do CoralLoad, 0,5 uL primer. Para a reagéo de
PCR foi utilizado 9 uL do mix e 1 uLL de DNA genémico (25 ng/uL). As reacles de
amplificagdo envolvendo repetidos ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo foram
realizadas em termociclador Thermal Cyclers Tprofessional (Biometria®) com capacidade
para 96 amostras adotando os seguintes parametros: uma desnaturacéo inicial a 94 °C por 1,5
minutos; seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 40 segundos, anelamento com
temperatura dependente do primer por 45 segundos, extensdo a 72 °C por 1,5 minutos; uma
etapa de extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéao de corrida TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X,
em corrente constante de 100 V. Para corrida eletroforética foi utilizado 10 pL do produto da
PCR com 3 pL de BLUE e 2 uLL de GelRed-Biotium® a 1x. As mesmas quantidades foram
usadas para o grupo controle. Em todos os géis foram aplicados marcador de peso molecular
conhecido para fins de comparacgéo, na canaleta de cada gel foi aplicado 5 pL do (Ladder) 100
pb (Invitrogen). Em seguida, os geis foram visualizados em transluminador UV (Loccus
Biotecnologia) e fotodocumentados.

Foram realizados testes com 18 primers ISSR de 14-20 nucleotideos de comprimento
para otimizacédo e selecdo dos primers com melhor padrdo de amplificacdo (Tab. 2). Nestes
testes foram utilizados dois individuos de cada local de coleta, para verificar a presenga de
polimorfismo. Apos estabelecido os primers com melhor padrdo de amplificacdo, a técnica foi

empregada para 30 individuos de cada populagéo.
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Analise dos dados

Os fragmentos gerados pela amplificacdo do DNA genémico de cada amostra foram
usados como dados a serem interpretados neste estudo. A partir da leitura cuidadosa dos
padrbes eletroforéticos, realizadas manualmente, foram considerados apenas os fragmentos
robustos e inequivocos, sendo descartados aqueles com fraca intensidade ou baixa definicao.
A analise dos géis leva em consideracdo que os fragmentos gerados por um mesmo primer e
gue ocupam a mesma posi¢cdo sdo consideradas como pertencentes ao mesmo loco génico,
enquanto que os fragmentos ocupantes de posi¢des diferentes sdo de locos distintos (Pessoni
2007). Cada fragmento foi designado como uma Unica caracteristica e foi codificado pelo
critério visual onde “1” indica presenca do marcador ¢ “0” indica auséncia do marcador, para
construcdo de uma matriz de dados binarios, usada nas andlises estatisticas descritas adiante.

A porcentagem de polimorfismo de cada primer foi obtida pela razdo entre 0 nimero
de bandas polimorficas e o nimero total de bandas. Utilizando o software GenAlEx 6.502
(Peakall & Smouse 2012) foi calculada a porcentagem de polimorfismo por populacao (%P),
obtida pela razdo entre 0 numero de bandas polimérficas na populacdo e o nimero total de
bandas. Outros pardmetros de diversidade genética calculados foram o Indice de Shannon (1),
e Heterozigosidade Esperada (He), estimada como base em Nei (1978).

A avaliacdo da proporcédo da variabilidade genética encontrada que esté entre e dentro
das populac6es foi obtida pelo método mais comumente utilizado para dados de marcadores
dominantes, a Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) proposta por Excoffier, Laval &
Schneider (2007), tal como implementada na GenAlEx 6.502 (Peakall & Smouse 2012), com
base no célculo do parametro PhiPT (analogo ao Fs), proprio para o calculo de AMOVA
usando marcadores dominantes. Também foram calculadas as estimativas de fluxo génico
(Nm) fornecidas pelo nimero de migrantes por geracdo e G estimador analogo ao Fs de
Wright (1978) usado em andlises de diferenciacdo genética. Valores de Gt entre intervalos de
0,00 a 0,05; 0,05 a 0.15; 0,15 a 0,25 e maior que 0,25 indicam pequena, moderada, alta e
elevada diferenciacdo genética, respectivamente. Estas analises foram realizadas utilizando o
software POPGENE v, 1,31 (Yeh & Boyle 1999).

A divergéncia genética entre as populacbes foi investigada usando as distancias
geneticas e as identidades genéticas imparciais de Nei (1978). Esses dados foram obtidos no
GenAlEx 6.502 (Peakall & Smouse 2012). Além disso foi construido um dendrograma

baseado nas distancias genéticas e realizado um estudo sobre a correlacdo genética (Teste de
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Mantel) entre a distancia geogréfica e genética. Essas duas andlises foram obtidas pelo
software PAST 2.17c (Hammer et al 2001).

As Analises dos Coordenadas Principais (PCoA) foram conduzidas utilizando o
software GenAlEx. 6.502 (Peakall & Smouse 2012) e PAST 2. 17c¢ (Hammer et al 2001),
enquanto a analise Bayesiana, para obten¢do de agrupamentos genéticos foi feita utilizando o
programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000). Para determinar o nimero ideal de clusters
(K) foram feitas simulacbes partindo do principio que era possivel a obtencdo de qualquer
numero de clusters entre 1 e 12, sendo que para cada simulacdo foram feitas 10 repeticdes.
Para esta analise foi utilizado o modelo com mistura (admixture model) e as frequéncias
alélicas foram correlacionadas por 50.000 burn-in e 50.000 MCMC (Cadeia de Markov-
Monte Carlo) repeticGes apos burn-in. Para a determinacdo do K (nimero de agrupamentos
genéticos) mais provavel em relacdo aos propostos pela andlise, foram utilizados os critérios
sugeridos por Evanno et al. (2005), por meio do programa STRUCTURE HARVESTER v.
0.6.9 (Earl & Vonholdt 2012).

Resultados

Analises de diversidade genética

Dos 18 primers testados, cinco (UBC 813, UBC 825, UBC 847, UBC 860 e Many)
foram selecionados e utilizados neste estudo. A selecdo teve como critérios 0s primers que
apresentaram o melhor padrdo de amplificacdo em relagdo ao polimorfismo, qualidade e
resolucdo das bandas (Tab. 3). A Fig. 2 mostra o padrédo de amplificacdo do primer ISSR
UBC 825 na populacéo de Cal- Ilha Grande.

Os cinco primers selecionados geraram o total de 94 bandas (locos), com
comprimento variando de 200 a 2000pb. Todos os primers apresentaram-se 100%
polimorficos. O primer como menor numero de locos polimorficos foi 0 UBC 825 (17) e 0
maior foram 0 UBC 847 e Many, com 20 locos cada (Tab. 3).

As porcentagens de locos polimdrficos (%P) obtidas em cada uma das populacoes
foram relativamente préximas, tendo maiores porcentagens em Pedra do Sal (PS) e Tatus
(TU), com 67.02% e 63,83% respectivamente, e menores nas populacdes Cajueiro da Praia
(CP), Labino (LA) e Luzilandia (LU), com 40,43%, 45,74% e 46,87%, respectivamente. As
populacdes de Cocal (CL) e Cal (CA) foram semelhantes com 52,13% e Rosapolis (RO) teve
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58,51% de porcentagem de polimorfismo. Estes resultados foram condizentes com os obtidos
pelos estimadores de diversidade genética, onde se observa que os indices de Shannon (1) e a
Heterozigosidade esperada (He) foram maiores nas populacdes de Pedra do Sal (PS) e Tatus
(TU) com valores 0,285(1); 0,180(He) e 0,261(1l); 0,164(He), respectivamente. As populacdes
de Cajueiro da Praia (CP), Labino (LA) e Luzilandia (LU) apresentaram os menores valores
0,166(1); 0,104(He), 0,170(l); 0,104(He) e 0,172(1); 0,103(He), respectivamente, e as
populacdes de Cal (CA), Rosapolis (RO) e Cal (CL) apresentaram os valores de 0,227(1);
0,145(He), 0,216(1); 0,132(He) e 0,215(1); 0,137(He), respectivamente.

Os resultados indicaram que as trés populagdes de cajui localizadas em Pedra do Sal
(PS), Tatus (TU) e Cal (CA) sé&o as mais diversas internamente, enquanto Labino (LA) tem
diversidade intrapopulacional parecida a das populagdes menos diversas de caju. Ou seja, as
populacdes de cajui tem uma gama de diversidade mais ampla do que as do caju (Tab. 4). Os
valores médios dos parametros de diversidade genética sdo menores para as populacdes de A.
occidentale (%P: 47,7%, 1. 0,19, He: 0,12), contrastando com as de A. microcarpum (%P:
57,2%, 1. 0,24, He: 0.15).

Analises de diferenciacdo genética e relacdo entre populacoes

Os resultados da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) demonstraram que a
maior variabilidade genética ocorre dentro das populacdes (78%) do que entre as populacdes
(22%) (Fig. 3). Esse resultado revela que a variabilidade genética observada ¢é
predominantemente devida as diferencas entre os individuos pertencentes a mesma
populacdo, sendo menores as diferencas entre as populagdes. O valor do Indice de Fixagio
PhiPT foi de (0,217), evidenciando que existe diferencas genéticas entre as populacdes (Tab.
5).

Para melhor investigar as relacdes de diferenca genética entre as populac@es, o indice
de fixacdo PhiPT foi calculado entre cada par de populacdes e seu significado estimado
usando um teste de permutagdo com 999 replicacfes. O nivel de significancia (P>0,001) dos
valores de PhiPT entre cada par de populagfes mostra que todas as populacbes sdo
significativamente diferentes entre si (Tab. 6). O valor de Gs (0,149) indica moderada
diferenciacdo genetica entre as populagdes. Esses resultados corroboram com a existéncia de
um nivel elevado de fluxo de génico, conforme demonstrado pelo valor do nimero de
migrantes (Nmy (2,85).



51

A identidade genética de Nei (1978) variou de 0,936 (Cocal e Cal) a 0,994
(Luzilandia e Cajueiro da Praia), que por serem valores proximos a 1, mostram grau de
similaridade genética entre as populacdes. A distancia genética de Nei (1978), calculada para
inferir a divergéncia genética entre populacbes variou de 0,006 a 0,067. O menor valor foi
observado entre as populacdes (Cajueiro da Praia e Luzilandia) enquanto o maior valor foi
observado entre os pares (Cal e Cocal) (Tab. 7).

O dendograma baseado na distancia genética de Nei (1978), construido pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), mostrou que a populagéo
de Cocal (CL) se diferencia das demais populagdes, formando um grupo exclusivo. As
populacbes de Cal (CA) e Pedra do Sal (PS) mostraram alta divergéncia genética em relagdo
as demais populacGes, enquanto que as populacées Luzilandia (LU) e Cajueiro da Praia (CP)
foram as mais semelhantes. As demais populacGes foram préximas entre si, tais como
Rosépolis (RO), Labino (LA) e Tatus (TU) (Fig. 4 e Tab. 7). A anélise do dendrograma
revelou dois subgrupos principais, cujas composi¢fes mostraram que ndo ha relagdo clara
entre distancia geografica e distancia genética. O teste de Mantel evidenciou auséncia de
correlacdo entre a distancia geografica e a distancia genética (r = -0,1858; P = 0,6066).

A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi realizada com a matriz de distancia
de Nei (1978), com a finalidade de acrescentar mais uma vista dos dados além da fornecida
pela analise de agrupamento UPGMA. Nestas ordenagdes (Figs. 5 e 6), os trés primeiros
eixos enquadram (87.7%) da variancia total dos dados (Tab. 8), significando que os padrdes
mostrados no espaco dos trés primeiros eixos sdo 0s de maior importancia. Nestes trés eixos
do PCoA, as populac6es mais distintas sdo Cal (CA), Cocal (CL) e Pedra do Sal (PS) (Figs. 5
e 6). Destas trés populacdes duas sdo de cajui, reforcando que as populacbes de cajui
enguadram maior diversidade genética do que as populacdes de caju. O primeiro eixo tem
mais da metade da variadncia total, portanto, a mais importante. A linha nas Figs. 5 e 6
representa a arvore de expansao minima (MST), que liga cada ponto ao que é mais proximo
de acordo com a matriz de distancia de Nei (1978) usado para a PCoA. As ordenagdes
reforcam a divergéncia das trés populacdes de Cocal, Pedra do Sal e Cal, e as MST mostram
a existéncia de relagGes mais proximas de Cal com Tatus e de Pedra do Sal com Rosapolis, as
quais séo também evidenciadas nos resultados da analise Bayesiana de estrutura. A anélise de
PCoA com todos os individuos das populagdes (Fig. 7), mostrou que as populacdes Rosapolis
(RO), Luzilandia (LU), Cajueiro da Praia (CP) e Labino (LA) fazem parte de um mesmo

agrupamento e as populagcdes Cocal/Pedra do Sal e Tatus/Cal apresentam-se relativamente
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isoladas das demais populacgdes, resultados concordantes com as analises anteriores (Figs. 5 e
6).

Nas simulac@es feitas com o programa STRUCTURE com abordagem Bayesiana, o
numero de K (grupos genéticos) foi definido como quatro, pois este foi o valor de AK mais
provavel (Fig. 8). A distribuicdo das oito popula¢bes para K=4 demonstra que as popula¢des
Rosépolis (RO) e Pedra do Sal (PS) (em verde) pertencem ao mesmo grupo, no entanto essas
populacdes tem mistura do seu genoma com o grupo em amarelo formado pelas populacdes
Luzilandia (LU), Cajueiro da Praia (CP) e Labino (LA), onde a mistura é mais acentuada em
Rosépolis (RO) que Luzilandia (LU). A populacdo Cocal (CL) em azul é o grupo mais
consistente com mistura minima de genoma e as populacgdes de Tatus (TU) e Cal (CA) fazem
parte de um mesmo grupo (vermelho). Nas anéalises anteriores, a populacdo Cocal (CL)
apresentou maior distancia genética em relacdo as outras populacfes, além disto, observa-se
mistura de genoma com os individuos pertencentes aos grupos amarelo e verde (Fig. 9). Com

base neste resultado, sugere que exista troca de alelos entre os grupos.

Discussao

Os marcadores ISSR mostraram elevado polimorfismo e bom desempenho na
avaliacdo da diversidade genética das populacdes. Os cincos primers ISSR selecionados
geraram um percentual de polimorfismo nos primers de 100%, um indicador bastante usado
para quantificar a diversidade genética em populacgdes de plantas (Borem & Caixeta 2009).

Foram observadas taxas de polimorfismo como valores proximos entre as populagdes
de A. occidentale e A. microcarpum variando de 40,43-67,02%, evidenciando diversidade
genética intrapopulacionais moderada a alta. As taxas de polimorfismo obtidas neste estudo
mostram-se semelhantes as encontradas por Silva et al. (2017) em populacbes naturais de
Cajazeiras (Spondias mombin L.) com taxa de diversidade genética variando de 0,58-61,21%.

Determinar a variabilidade genéetica em populagdes naturais é importante para o
conhecimento de uma espécie, pois as informagdes de caracteristicas genéticas podem ser
Uteis para varios fins, dentre eles podemos destacar predicdo do nivel de conservacdo da
espeécie, auxilio na elaboracdo de estratégias de conservacédo e uso sustentavel dos recursos
genéticos disponiveis (Gorski 2015). Marcadores ISSR tém sido aplicados com sucesso no
estudo de caracterizacdo de espécies de importancia econdmica, tais como em Fragaria

ananassa Duch (Nunes et al. 2013), Genipa americana L. (Silva et al. 2014), Psidium spp.
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(Oliveira et al. 2014), e Passiflora cincinnata Mast. (Carmo et al. 2017), com o propdsito de
determinar o relacionamento genético entre os individuos de uma espécie e possibilitar uma
melhor identificacdo para conservacdo de germoplasma e desenvolvimento de novos
cultivares.

O indice de diversidade Shannon (I) e Heterozigosidade esperada (He) tiveram
resultados maiores nas populagdes de cajui que nas populacdes de caju, concordando com as
taxas de polimorfismos encontradas para as populagdes. Os valores encontrados para o He e |
nas populacdes de A. occidentale e A. microcarpum sdo indicativos de moderada a alta
diversidade genética a nivel de populacdo, uma vez que os indices variam de 0 a 1, sendo 0
considerado diversidade génica nula e 1 diversidade génica méxima (Giustina et al. 2014).
Em outros estudos com populagdes naturais, tais como, os de Giustina et al. (2014) com
Theobroma speciosum (He= 0,167 e 1= 0,254) e Costa et al. (2015) com Hancornia speciosa
Gomes (He=0,180 e 1= 0,260), os resultados foram semelhantes.

O valor do coeficiente de diferenciacdo genética (Gst) entre as populacdes foi
moderado. No teste AMOVA (Analise de Variancia Molecular) esse nivel de diferenciacéo
genética entre as populacbes foi confirmada, evidenciando que a variabilidade genética é
encontrada dentro das populacdes. Esses resultados foram consistentes com o valor de fluxo
génico representado pelo nimero de migrantes (Nm) registrado, onde valores de (Nm)
maiores que 1 sugerem existir trocas génicas entre as populacdes suficientes para prevenir a
diferenciacdo entre elas devido a deriva genética (Slatkin & Barton 1989) evidenciando que
existe trocas génicas entre as populagdes.

A distancia genética de Nei apresentou grande amplitude de variacdo, demonstrando
diferenciacdo entre as populacdes, embora essa diferenciacdo ndo esteja relacionada a
distancia geografica das populagdes, pois a correlacdo obtida pelo teste de Mantel entre a
matriz de distancia genética e matriz de distancia geogréafica ndo foi significativa. Esse
resultado pode ser claramente observado pela populacdo de Luzilandia (A. occidentale) que
mesmo sendo a mais distante geograficamente das demais populagdes, aproximadamente 150
km, teve similaridade genética com a populacdo de Cajueiro da Praia (A. occidentale). A
populacdo de Cocal (A. occidentale) que é mais proxima geograficamente de Luzilandia (A.
occidentale) foi a mais distante, como pode ser observado no dendrograma da Fig. 4.

As Anélises Bayesianas obtidas pelo Structure e a Analise de Coordenadas Principais
(PCoA) mostraram resultados concordantes com as analises anteriores, onde ndo é observado

distingdo genetica clara entre as populacdes A. occidentale e as populagdes naturais de A.
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microcarpum. Particularmente no caso da populacdo de Rosapolis, h4 evidéncias de troca
genética com mistura de dois agrupamentos genéticos. E altamente provavel que as
populacdes da regido litoranea, ou seja, neste estudo, todas com excecdo de Luzilandia e
Cocal incluam plantas que contém contribuicGes genéticas de populacdes naturais de A.
microcarpum da restinga, uma vez que os povoamentos domesticados de A. occidentale
provavelmente incluem espontaneamente plantas dispersas resultantes do cruzamento com
plantas de restinga ocorrentes nas proximidades. A selecdo informal por longos periodos de
gendtipos considerados superiores pelos agricultores locais e seu suposto transporte por
longas distancias pode ser provavelmente uma das razGes por que ndo ha correlacdo entre
distancia geogréfica e genética, pois esses processos confundirdo quaisquer padrbes de
isolamento por distancia que os intercruzantes naturais produziriam. Segundo Mitchell e Mori
(1987), cruzamentos em espécies simpatricas, por exemplo, A. occidentale, A. humile e A.
nanum que ocorrem no planalto central brasileiro e que florescem no mesmo periodo, podem
ocorrer por possuir poucas barreiras extrinsecas entre elas, o que explicaria a existéncia de
individuos nas populacfes naturais que sao intermediarias entre A. occidentale e A. humile e
entre A. humile e A. nanum. Desta forma, ndo € impossivel ocorrer o cruzamento de
individuos de caju e cajui nas populagdes estudadas.

A diferenciacdo genética entre A. occidentale e A. microcarpum reside principalmente
em niveis diferentes de diversidade intrapopulacional e de divergéncia entre populagdes. As
populacdes de A. microcarpum sdo mais diversas em todos os sentidos, e isto € tanto mais
notavel quando se tem em mente que a area geogréafica dentro da qual as quatro populacdes
de cajui ocorrem é muito pequena em comparacdo com a area total coberta. Neste estudo
infere-se que as populagdes naturais de A. microcarpum das restingas do Nordeste brasileiro
representam um recurso de biodiversidade de grande importancia. A selecdo informal e
cientifica de clones deve ter contribuido para este efeito, a populacédo de Cocal, por exemplo,
foi amostrada em uma pequena area de cultivo de pomares que haviam sido especificamente
plantados usando clones modernos, de acordo com o agricultor local.

As trocas genéticas evidenciadas nas andlises podem ser explicadas pelos agentes
dispersores de poélen e frutos (Borges 2015). As espécies de Anacardium tem como agentes
polinizadores, abelhas, morcegos, borboletas (Mitchell & Mori 1987), além de vespas e
moscas, sendo as abelhas as melhores polinizadoras (Bhattacharya 2004). Duas espécies de
abelhas, uma indigena (Centris tarsata) e outra exotica (Apis melifera) foram identificadas

como polinizadores potenciais de A. occidentale em estudo realizado no litoral do Ceara
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envolvendo a biologia reprodutiva da espécie (Freitas & Paxton 1998). Paulino (1992)
concluiu em seu estudo sobre avaliagdo entomofila no cajueiro que Apis melifera é a espécie
mais importante nesta cultura. Além disso a disperséo do fruto é feita por morcegos frugiveros
(Mitchell & Mori 1987) e pode ser dispersa pelos rios, pois a castanha e pedicelo juntos
podem flutuar na &gua (Johnson 1974).

Estudo realizado por Vieira et al. (2014), com base em dados morfométricos de
folhas de A. occidentale e A. microcarpum, mostraram sobreposicdo em relacdo aos
caracteres estudados, e embora esses caracteres possam ser utilizados para uma identificacdo
prévia, faz-se necessario estudos ao nivel molecular para uma confirmacgdo, pois apenas
caracteres morfoldgicos sdo susceptiveis a variagdo ambiental. Nascimento (2016) realizou
estudo morfolégico de dados vegetativos e florais com A. occidentale e A. microcarpum,
concluindo que alguns caracteres podem servir como suporte para diferenciacdo entre 0s
grupos, tais como: comprimento, espessura, largura da lamina foliar, nimero de nervuras
laterais, comprimento do pedicelo, comprimento da inflorescéncia, comprimento e diametro
da drupa e comprimento do hipocarpo. Estudo citogenético realizado recentemente com
populacdes destes dois taxons do litoral piauiense evidenciaram que as espécies analisadas
apresentaram variacdo cromossomica, sendo que A. occidentale variou desde 2n=20 a 2n=28
e A. microcarpum 2n=26 para algumas populacdes e variagdo de 2n=20 e 22 para a
populagdo encontrada em Tatus (llha Grande-PIl) (Santos 2016). De acordo com esses
estudos observamos que as espécies A. occidentale e A. microcarpum apresentam diferencas
significativas nas caracteristicas morfoldgicas e citogenéticas de amostras obtidas de
populacOes naturais (cajui) e cultivadas (caju)

Anélise da variabilidade genética de espécies nativas passou a ter um papel de
destaque na definicdo das estratégias de conservacdo e manejo de populacdes naturais, visto
que as populacdes naturais sofrem riscos tais como a coleta indiscriminada, destruicdo ou
fragmentacdo de habitat, ruptura nas conexdes ecoldgicas, alteracdes abilticas, ervas
daninhas e pragas que provocam doencas (Light et al. 2003; Ribeiro & Rodrigues 2006). As
populacbes de cajui do litoral piauiense estdo sendo ameagadas pelos empreendimentos
imobiliérios que estdo se instalando na regido. A comercializacdo de castanhas e hipocarpos
na época da safra e outros produtos séo fonte de renda garantida para as populacdes locais.
Do ponto de vista ambiental a planta € uma das principais fixadoras de dunas. Por ser um
importante elemento da vegetagdo natural e encontrar-se em perigo devido a diversas a¢oes

antrépicas, se faz necessario sua protecdo e conservacao (Rufino 2004).
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Neste trabalho, as popula¢des estudadas ndo apresentaram uma separagdo genética
precisa, com compartilhamento de alelos observados entre as populagdes, porém é sugerido
que apesar de ndo se mostrem distintos os agrupamentos das populacdes das duas espécies,
seria pragmaticamente desejavel manter o uso da nomenclatura empregada aqui, o qual se
baseia no fato de A. microcarpum seja um taxon natural, componente da restinga do Nordeste
do Brasil, enquanto o nome A. occidentale seria melhor usado para se referir a constelacdo de
formas domesticadas, e até mesmo naturalizadas a partir de pomares e quintas formais ou
informais, cultivadas e selecionadas ao longo de séculos de exploragdo econémica.

Desta forma, conhecer mais detalhadamente a estrutura genética das populacoes
naturais destas espécies de importancia econémica, é fundamental, além disso os resultados
indicam a necessidade de estratégias mais elaboradas para a conservacdo deste importante
recurso genético representado pelas populagc6es naturais dos cajuizeiros da restinga piauiense.
Estudos complementares considerando aspectos fitogeograficos, seriam necessarios para uma

melhor compreensédo da delimitagdo entre esses dois taxons.
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Figura 1. Area de estudo das populacdes de Anacardium occidentale L. (caju) e Anacardium
microcarpum Ducke (cajui).
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Figura 2. Gel de agarose com o padrdo de amplificacdo do primer ISSR UBC 825, nos 30
individuos da populagdo de Anacardium microcarpum Ducke, provenientes de Cal,
municipio de llha Grande, Piaui. M-marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb.
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Analise de Variancia Molecular - AMOVA

Entre as

Figura 3. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) entre e dentro das populacdes de

Anacardium occidentale L. e Anacardium microcarpum Ducke ocorrentes na microrregiao e
mesorregido do Piaui.
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Figura 4. Dendrograma obtido pelo método de analise de agrupamento UPGMA com base
na distancia de Nei (1978) das populacdes de Anacardium occidentale L. e Anacardium

microcarpum Ducke. RO: Rosapolis, CL: Cocal, LU: Luzilandia, CP: Cajueiro da Praia, LA:
Labino, PS: Pedra do Sal, TU: Tatus, CA: Cal.
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Figura 5. Ordenacdo de uma Andlise de Coordenadas Principais, mostrando as oito
populacdes do espaco dos eixos 1 (56.94% variancia) e 2 (19.26% variancia). A linha
representa a arvore de expansdo minima (MST) entre as popula¢cdes RO: Rosépolis, CL:
Cocal, LU: Luzilandia, CP: Cajueiro da Praia, LA: Labino, PS: Pedra do Sal, TU: Tatus, CA:
Cal.
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Figura 6. Ordenacdo de uma Analise de Coordenadas Principais, mostrando as oito
populagcdes do espaco dos eixos 1 (56.9% variancia) e 3 (11.6% variancia). A linha
representa a arvore de expansdo minima (MST) entre as popula¢des. RO: Rosapolis, CL:
Cocal, LU: Luzilandia, CP: Cajueiro da Praia, LA: Labino, PS: Pedra do Sal, TU: Tatus, CA:
Cal.
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Figura 7. Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) das populacdes de Anacardium
occidentale e Anacardium microcarpum mostrando a distribuicdo de todos os individuos.
Calculado com Genalex 6.502 (Peakall & Smouse 2012). RO: Rosépolis, CL: Cocal, LU:
Luzilandia, CP: Cajueiro da Praia, LA: Labino, PS: Pedra do Sal, TU: Tatus, CA: Cal.
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Figura 8. Determinacdo do numero 6timo de K (grupos genéticos) em Anacardium
occidentale L. e Anacardium microcarpum Ducke pelo método Bayesiano usando o critério
de otimizacdo Delta K. O ponto de insercdo entre o maior valor no eixo Y como 0 eixo X
indica o0 nimero 6timo de K (grupos genéticos).
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Figura 9. Estrutura genética das populacGes de Anacardium occidentale L. e Anacardium
microcarpum como divisao de quatro grupos genéticos (K=4) obtidos pela analise Bayesiana.
1- Roséapolis, RO; 2- Cocal, CL; 3- Luzilandia, LU; 4- Cajueiro da Praia, CP; 5- Labino, LA,
6- Pedra do Sal, PS; 7- Tatus, TU; 8- Cal, CA.



67

Tabela 1. Dados das populacdes amostradas de Anacardium occidentale L. e Anacardium
microcarpum Ducke.

Sigla Localidades Coordenadas NI Populagcdes  Voucher
RO Rosapolis, Parnaiba 33;26231490\$ 30 A. occidentale 3587
CL Cocal 2130(;247;32 26\7Sv 30 A. occidentale 3584
LU Luzilandia 430320;322%8\)&, 30 A. occidentale 3592
CP Cajueiro da Praia (4)14100321152350\5 30 A. occidentale 3588
LA Labino, Parnaiba (21210"540523795\75 30 A. microcarpum 3586
PS Pedra do Sal, Parnaiba 2120(?3951 64 255] 30 A. microcarpum 3589
TU Tatus, llha Grande fﬁfgozlg\if 30 A. microcarpum 3590
CA  Cal, llha Grande 3210010911370\)‘]8 30 A. microcarpum 3591

Tabela 2. Oligonucleotideos de marcador molecular ISSR testados e suas respectivas
sequéncias 5’ — 3. Bases: A - Adenina, T - Timina, C - Citosina, G - Guanina, Y -Cou T, R -

AouG.
Primer Sequéncia (5’ - 3°) Primer Sequéncia (5’ - 3°)
UBC UBC
UBC 807 AGAGAGAGAGAGAGAGT UBC 847 CACACACACACACACARC
UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT UBC 853 TCTCTCTCTCTCTCTCTR
UBC 811 GAGAGAGAGAGAGAGAC UBC 860 TGTGTGTGTGTGTGTGRA
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT UBC 899 CACACACACACARG
UBC814 CTCTCTCTCTCTCTCTA BECKY CACACACACACACAYR
UBC 824 TCTCTCTCTCTCTCTCG MANY CACCACCACCACRC
UBC 825 ACACACACACACACACT MAO CTCCTCCTCCTCRC
UBC 843 CTCTCTCTCTCT CTCTRA OMAR GAGGAGGAGGAGRC
UBC 844 CTCTCTCTCTCTCTCTCTRC TERRY GTGGTGGTGGGTRC




68

Tabela 3. Relacdo de iniciadores selecionados para geracdo de polimorfismos de ISSR. @
Sequéncias dos marcadores ISSR, ® Temperatura de anelamento, ¢ NGmero Total de Locos, ¢
Numero Locos Polimorficos, ¢ Porcentagem de polimorfismo por primer. R= A/G.

Primers Sequéncia? Ta(°C)P NTLEC NLPd fp(%0)°
813 [(CT)sT] 50,4 19 19 100
825 [(AC)sTI 56.0 17 17 100
847 [(CA)sRC] 54,0 20 20 100
860 [ (TG)sRA] 52,0 18 18 100

Many [(CAC)4RC] 50,0 20 20 100
Total 94 94 100

Tabela 4. Estimativas de diversidade genética das oito popula¢es de Anacardium
occidentale L. e Anacardium microcarpum Ducke.; N: nimero de locos polimérficos; %P:
porcentagem de locos polimorficos; I: indice de diversidade Shannon; He: Heterozigosidade
Esperada. Dados representam os valores médios * erro padrdo (desvio padrdo da média).

Populagdes N %P I He
ool 55 58,51% 0,216 0,132
Rosapolis + 0,023 +0.016

50 52,13% 0,215 0,137

Cocal +0,026 +0,018

i1andi 45 46,87% 0,172 0,103
Luzilandia +0,022 +0,014

L. ) 38 40,43% 0,166 0,104
Cajueiro da Praia +0,024 +0,016

) . 43 45,74% 0,170 0,104
Labino, Parnaiba +0,023 +0,015

. 63 67,02% 0,285 0,180

Pedra do Sal, Parnaiba +0,025 +0,017
60 63,83% 0,261 0,164

Tatus, llha Grande +0,025 +0,017
50 52,13% 0,227 0,145

Cal, llha Grande- Pl +0,026 +0,018

Média 50,5 53,46% 0,214 0,157
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Tabela 5. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) com todas as populagdes de
Anacardium occidentale L.e Anacardium microcarpum Ducke tratados como um mesmo

grupo.

Fontes de Variagao Grau de Soma dos Componentes  Variancia
Liberdade Quadrados  da Variancia (%)
Entre populagdes 7 576,54 2,5 22
Dentro de 232 2051,43 8,8 78
populacGes

indice de Fixacdo PhiPT: 0,217 (P>0,001)

Tabela 6. Valores do indice de fixacdo PhiPT, entre pares de populacdes de Anacardium
occidentale L. e Anacardium microcarpum Ducke. e seu significado estatistico, baseado em
teste de permutacdo com 999 replicacbes. RO: Rosapolis, CL: Cocal, LU: Luzilandia, CP:
Cajueiro da Praia, LA: Labino, PS: Pedra do Sal, TU: Tatus, CA: Cal.

RO CO LU CP LA PS TU CA
RO 0 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
CL 0.286 0 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
LU 0.137 0.278 0 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
CP 0.160 0.311 0.068 0 0.001 0.001 0.001 0.001
LA 0.191 0.315 0.146 0.248 0 0.001 0.001 0.001
PS 0.137 0.242 0.198 0.193 0.218 0 0.001 0.001
TU 0.158 0.279 0.156 0.184 0.202 0.156 0 0.001

CA 0.250 0.329 0.218 0.263 0.266 0.241 0.160 0
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Tabela 7. Estimativas de identidade (acima da diagonal) e distancia genética (abaixo da
diagonal) de Nei (1978) entre as populacdes de Anacardium occidentale L. e Anacardium
microcarpum Ducke. RO: Roséapolis, CL: Cocal, LU: Luzilandia, CP: Cajueiro da Praia, LA:
Labino, PS: Pedra do Sal, TU: Tatus, CA: Cal.

RO CL LU CP LA PS TU CA

RO 0952 0985 0983 0980 0982 0980 0,963
CL 0,049 0956 0953 0951 0954 0,948 0,936
LU 0,015 0,045 0994 0987 0974 0983 0967
CP 0017 0048 0,006 0977 0976 0980 0,963
LA 0020 0050 0013 0,023 0972 0977 0959
PS 0018 0047 0026 0024 0,029 0,976 0,959
TU 0020 0054 0017 0020 0023 0,024 0,971
CA 0037 0067 0033 0038 0042 0042 0,030

Tabela 8. Autovalores (Eigenvalues) da Analise de Coordenadas Principais, usando a
distancia de Nei (1973).

Eixo Autovalor Autovalor em Autovalor em porcentagem
porcentagem cumulativa
1 0,0024475 56,94 56,94
2 0,0008277 19,26 76,2
3 0,0004963 11,55 87,75
4 0,0002389 5,56 93,31
5 0,0001629 3,79 97,1
6 6,540E-05 1,52 98,62
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to the scientific name (e.g. Solanum lycopersicum '‘Jumbo’). Authors must include in Material
and Methods a reference to voucher specimen(s) and voucher number(s) of the plants or other
material examined.

Abbreviations must be avoidexceptfor usual cases (see recent issues) and all terms
must
be written out in full when used to start a sentence. Non-conventional abbreviations should be
spelled out at first mention.

Units of Measurement. Acta bot. bras. adopts the Systéme International d'Unités
(SI). For volume, use the cubic metre (e.g. 1 x 10-5m3) or the litre (e.g. 5 uL, 5 mL, 5 L). For
concentrations, use uM, umol L-1 or mg L—1. For size and distance use meters (cm, mm, um,

etc) and be consistente in the manuscript.
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Numbers up to nine should be written out unless they are measurements. All numbers
above tem should be in numerals unless they are starting sentences.

Citations in the text should take the form of Silva (2012) or Ribeiro & Furr (1975) or
(Mayer & Wu 1987a; b; Gonzalez 2014; Sirano 2014) and be ordered chronologically. Papers
by three or more authors, even on first mention, should be abbreviated to the name of the first
author followed by et al. (e.g. Simmons et al. 2014). If two different authors have the same
last name, and the article have the same year of publication, give their initials (e.g. JS Santos
2003). Only refer to papers as 'in press' if they have been accepted for publication in a named
journal, otherwise use the terms 'unpubl. res.', giving the initials and last name of the person
concerned (e.g., RA Santos unpubl. res.).

References should be arranged alphabetically based on the surname of the author(s).
Where the same author(s) has two or more papers listed, these papers should be grouped in
year
order. Letters 'a’, 'b', 'c', etc., should be added to the date of papers with the same citation in
the
text. Please provide DOI of ‘in press’ papers whenever possible.

For papers with six authors or fewer, please give the names of all the authors. For
papers with seven authors or more, please give the names of the first three authors only,
followed by et al.

Please follow the styles:

Books

Smith GM. 1938. Cryptogamic botany. Vol. 1l Bryophytes and Pteridophytes. 2nd. edn. New
York, McGraw-Hill Book Company.

Chapters in books

Schupp EW, Feener DH. 1991. Phylogeny, lifeform, and habitat dependence of ant-defended
plants in a Panamanian forest. In: Huxley CR, Cutler DC. (eds.) Ant-plant interactions.
Oxford,

Oxford University Press. p. 175-197.
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Research papers

Alves MF, Duarte MO, Oliveira PEAM, Sampaio DS. 2013. Self-sterility in the hexaploid
Handroanthus serratifolius (Bignoniaceae), the national flower of Brazil. Acta Botanica
Brasilica 27: 714-722.

Papers in press (ahead of print)

Alves JJ, Sampaio MTY. 2015. Structure and evolution of flowers. Acta Botanica Brasilica
(in
press). doi: 10.1590/0102-33062015abb3339.

Online-only journals

Wolkovich EM, Cleland EE. 2014. Phenological niches and the future of invaded ecosystems
with climate change. AoB Plants 6: plu013 doi:10.1093/aobpla/plu013

Thesis (citation should be avoided)
Souza D. 2014. Plant growth regulators. PhD Thesis, University of Brazil, Brazil.

Websites and other sources (citation should be avoided)

Anonymous. 2011. Title of booklet, leaflet, report, etc. City, Publisher or other source,
Country.

References to websites should be structured as: author(s) name author(s) initial(s). year. Full
title of article. Full URL. 21 Oct. 2014 (Date of last successful access).

Acknowledgements should be preferably in fewer than 80 words. Be concise: “we thank...”
is preferable to “The present authors would like to express their thanks to...”. Funding

information should be included in this section.

The following example should be followed:
We acknowledge the Center of Microscopy (UFMG) for providing the equipment and

technical support for experiments involving electron microscopy. We also thank J.S. Santos
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for assistance with the statistical analyses. This work was supported through a research grant
from the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - CNPqg (ID

number).

For SHORT COMMUNICATIONS note that the editorial guidelines applying to
original papers must also applying here. In general, the difference between original papers and
short communications is the lack of subsections in the text and limited space for illustrations
in the latter. Figures and tables can be present, assuming that the overall size of the
manuscript does not exceed the five printed page limit (supplementary material can be added).
The abstract (as described for original articles) must be followed by a “running text” (a single

section, without subheadings), followed by the acknowledgments and references.

Preparing Figures, Tables and Supplementary material

All figures (photographs, maps, drawings, graphs, diagrams, etc.) and tables must be
cited in the text, in ascending order. Citations of figures in the text should appear in an
abbreviated, capitalized form (e.g., Fig. 1, Fig. 2A-D, Fig. 3A, Figs. 3A, 4C, Tab.1).

The maximum dimensions of individual figures should be 170 x 240 mm. The width
of na individual component can be 170 mm or 85 mm, without exception, whereas the height
can be <240 mm. For continuous tone images (e.g., photographs), please supply TIFF files at
300 dpi. More complex drawings, such as detailed botanical illustrations will not be redrawn
and should be supplied as 600 dpi TIFF files.

Grouping of related graphics or images into a single figure (a plate) is strongly
encouraged. When a block of illustrative material consists of several parts, each part should
be labelled with sequential capital letters, in the order of their citation in the text (A, B, C,
etc.). The letters that identify individual images should be inserted within white circles in the
lower right-hand corner. For separate the grouped images, authors should insert white bars
(Imm thickness).

Individual images (not grouped as a plate) should be identified with sequential Arabic
numerals, in the order of their citation in the text (Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, etc.), presented in the
same manner as the letters identifying individual images (described above).

The number that identifies a grouped figure (e.g., Fig. 2) should not be inserted into
the
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plate but should rather be referenced only in the figure caption and the text (e.g., Fig. 2A-C).

Scale bars, when required, should be positioned in the lower right-hand corner of the
figure. The scale bar units should be given either at the end of the figure caption or, when a
figure contains multiple scale bars with different units, above each bar.

Details within a figure can be indicated with arrows, letters or symbols, as appropriate.

Tables should be preceded by titles, indicated with sequential Arabic numerals (Table
1, 2, 3, etc.; do not abbreviate). Tables should be created using the Table function of
Microsoft Word™. Columns and rows should be visible, although no dark lines should be
used to separate them. Horizontal rules should be used only at the top (below the title) and
bottom (below the final row) of the table. Do not use fills, shading or colors in the tables.

When appropriate, excess (but important) data can be submitted as Supplementary
Files,
which will be published online and will be made available as links. This might include
additional figures, tables, or other materials that are necessary to fully document the research
contained in the paper or to facilitate the readers' ability to understand the work.

Supplementary Materials are generally not peer refereed. When a paper is published,
the Supplementary Materials are linked from the main article webpage. They can be cited
using the same DOI as the paper.

Supplementary Materials should be presented in appropriate .doc or .pdf file format.
These archives should contain inside all supplementary tables and files and any additional
text. The full title of the paper and author names should be included in the header. All
supplementary figures and tables should be referred in the manuscript body as “Table S1”
and/or “Figure S1”.

Acta bot. bras. intends to maintain archives of Supplementary Materials but does not
guarantee their permanent availability. Acta bot. bras. reserves the right to remove

Supplementary Materials from a published article in the future.

The Review Process
All authors will receive an email acknowledging the submission of the manuscript,
with its correspondent reference number. The Editor-in-Chief will evaluate manuscript

adherence to
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instructions, quality and novelty and will decide on the suitability for peer reviewing.
Manuscripts failing to adhere to the format will be returned to the authors. Manuscripts are

sent to at least two anonymous referees that are given 21 days to return their reports.

Submitting a revised paper
After peer review, go to “click here to submit a revision” and upload the new
manuscript

version. Remember to delete the documents in duplicate.

Publication and printing process

After acceptance, a PDF proof will be sent to corresponding authors as an e-mail
attachment. Corrected proofs should be returned within 72 h. It is the sole responsibility of the
corresponding author to check for errors in the proof.

Each article is identified by a unique DOI (Digital Object Identifier), a code used in
bibliographic referencing and searching.

The dates of submission and acceptance will be printed on each paper.

The corresponding author will receive a free PDF or URL that gives access to the
article
online and to a downloadable PDF.

The corresponding author is responsible for distributing this PDF or URL to any

coauthors.

Misconduct

Misconduct on submitted manuscripts will lead to immediate rejection. Duplicate
publication, plagiarism, figure manipulation, dual-submission, and any other fraudulent
method
will not be tolerated.

If misconduct is detected after the manuscript publication, the article will be retracted
and a retraction note will be published.

Submitted manuscripts can be scanned to detect plagiarism and verify the papers

original.



